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P450 基因 的 表达 差异 分 析 
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摘要 : 为 了 对 双 甲 胀 进行 抗 性 风险 评 佑 , 弄 清 PASO 基因 在 橘 全 爪 螨 Panonychus citri 抗 药 性 中 的 作用 , 在 室内 用 双 
甲 胀 对 桶 全 爪 旺 进行 了 抗 性 选 育 和 交互 抗 性 研究 ,同时 分 析 了 橘 全 爪 螨 双 甲 胀 抗 性 和 敏感 品系 P450 基因 表达 差 
异 。 经 过 12 代 抗 性 选 育 , 获得 了 桶 全 爪 螨 双 甲 胀 抗 性 品系 , 与 敏感 品系 比较 , 橘 全 爪 螨 对 双 甲 胀 的 抗 性 倍数 达到 
26.32 倍 。 抗 性 风险 评估 表明 , 橘 全 爪 螨 对 双 甲 胀 抗 性 遗传 力 产 为 0.148。 螺 螨 酯 、 丁 醚 脲 、 燃 螨 特 和 三 唑 锡 对 
抗 性 品系 的 LCa 分 别 为 敏感 品系 的 16.85, 4.98, 2.13 和 2.05 倍 , RIRIA BL E S ROGER SS. JEER DU 
特 和 三 唑 锡 具 有 明显 的 交互 抗 性 。 阿 维 菌 素 、 杂 丁 锡 、 蚊 螨 灵 、 夏 物 油 对 抗 性 品系 LCso 分 别 为 敏感 品系 的 1. 10, 
1.21, 0.67 和 0.99 倍 , 表明 双 甲 胀 抗 性 品系 对 上 述 4 种 药剂 没有 显著 的 交互 抗 性 。 基 因 差 异性 分 析 发 现 , 抗 性 品 
系 中 有 16 条 P450 基因 发 生 了 上 调 , 27 条 PASO 基因 发 生 了 下 调 , 其 中 CYP389A6 上 调 倍数 最 高 [logzratio ( RS/SS) 
-11.526], ，CYP389542 下 调 倍数 最 高 [log,ratio( RS/SS) = -12.683], 由 此 推断 ，CYP38946 上 调和 CYP38942 下 
调 可 能 是 桶 全 爪 螨 对 双 甲 胀 产 生 抗 性 的 重要 原因 。 
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Abstract: To evaluate the resistance risk of Panonychus citri to amitraz and clarify the relationship 
between expression level of cytochrome P450 gene and resistance of P. citri, resistance selection was 
conducted in the laboratory, and cross-resistance of the amitraz-resistant strain was studied with slide-dip 
method and cytochrome P450 gene expression profiles between the resistant strain and the susceptible 
strain were compared using RPKM ( reads per kb per million reads) method. After selection with amitraz 
continuously for 12 generations, a resistant strain was obtained with the resistance ratio ( R/S) of 26.32 
compared with the susceptible strain. The realized heritability of resistance to amitraz was 0. 148. 
Bioassay data showed that the amitraz-resistant strain had positive cross-resistance to spirodiclofen, 
diafenthiuron, propargite and azocyclotin (the R/S ratio was 16. 85, 4. 98, 2. 13, and 2. 05, 
respectively) , but had no cross-resistance to abamectin, fenbutatin oxide, pyridaben and petroleum oil 
(the R/S ratio was 1. 10, 1. 21, 0. 67 and 0. 99, respectively). Gene expression difference analysis 
results indicated that 16 cytochrome P450 genes were up-regulated and 27 cytochrome P450 genes were 
down-regulated in the resistant strain. CYP38946 | log,ratio( RS/SS) = 11.526 | and CYP38942 | log, 
ratio( RS/SS) = -12.683 | were the top up-regulated and down-regulated genes, respectively, which 
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are very likely to be associated with the resistance of P. citri to amitraz. 
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expression difference 


à JI Panonychus citri ( McGregor) 又 叫 柑 桔 
TAIR, Je EQ Ap S HER, 是 一 种 地 界 广泛 
4] fi I] REESE So dS RUTAS ER CER THE rs RR 
TH. EMRK, 严重 时 引起 落叶 、 落 花 、 落 
Ro 目前, 化 学 防治 仍 是 控制 橘 全 爪 蠕 最 有 效 的 措 
施 , 但 由 于 其 个 体 小 、 世 代 多 、 繁 殖 力 强 , 对 药剂 
极 易 产生 抗 性 。 在 我 国 许多 柑 桂 产 区 , 橘 全 爪 螨 已 
对 多 数 有 机 磷 和 菊 酯 类 杀 螨 剂 产 生 不 同 程度 的 抗 性 
(KARE, 1990; WREEF, 19904; 陈 年 春 等 ， 
1996; 刘 永 华 等 ,2010 ) 。 其 对 专用 杀 旺 剂 的 抗 性 
也 比较 突出 , 重 和 生 等 (2000 ) 3538 , 浙江 省 黄岩 和 
福建 省 南 靖 橘 全 爪 螨 对 叶 螨 灵 、 阿 维 菌 素 和 三 毛 杀 
里 醇 也 产生 了 不 同 程度 的 抗 性 。Hu 等 (2010 ) 通过 
抗 性 监测 发 现 , 在 福建 福州 和 平和 , 橘 全 爪 螨 对 我 
国 推广 应 用 年 限 较 短 的 螺 螨 酯 分 别 产生 了 90. 8 fi 
和 50 倍 的 抗 性 。 橘 全 爪 螨 的 抗 性 在 国外 也 时 有 报 
JÄ ( Ouyang et al., 2012) 。 双 甲 胀 为 广 谱 杀 螨 剂 , 作 
用 机 理 主 要 是 抑制 单 胺 氧化 酶 的 活性 , 广泛 用 于 防 
iG HESS E APEX (Jonsson and Hope, 2007) 。 双 
FF BELA USE USE, 低温 下 防治 效果 不 太 理 想 ， 
限制 其 在 农业 害 蠕 防治 中 的 大 量 推广 应 用 。 近 年 来 
由 于 橘 全 爪 螨 抗 性 问题 日 益 突 出 , TESTÉ LA AS 
产品 较 少 的 情况 下 , 双 甲 胀 作 为 抗 性 治理 的 蔡 代 产 
m, 使 用 量 逐 年 增加 。 由 于 不 合理 的 使 用 , 84 
螨 对 双 甲 胀 已 经 开始 产生 抗 性 (Ran et al., 2009) 。 

细胞 色素 P450 在 生物 体 各 种 内 源 和 外 源 物 质 
代谢 中 起 着 重要 的 作用 , 其 代谢 作用 增强 是 大 多 数 
昆虫 对 杀 虫 剂 产生 抗 性 的 重要 机 制 ( Feyereisen, 
1999) 。 细 胞 色素 PASO 参与 杀 虫 剂 抗 性 主要 是 通 
过 转录 水 平 、 基 因 水 平和 翻译 水 平等 方面 实现 解毒 
作用 的 增加 ( 张 云 华 等 , 2010 ) 。 迄 今 为 止 ， 尚 无 资 
料 报道 桔 全 爪 螨 抗 性 与 P450 基因 表达 水 平 变 化 有 
Ko ZTF, 笔者 通过 室内 选 育 , 获得 村 全 爪 螨 双 
FH Kou Em AR. 探讨 了 抗 性 品系 交互 抗 性 规律 及 抗 
性 和 敏感 品系 PASO 基因 表达 差异 ， 旨 在 明确 桔 全 
爪 螨 抗 性 分 子 机 理 ， 同 时 为 延长 双 甲 胀 使 用 寿命 以 
及 田间 抗 性 科学 治理 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 万 法 


1.1 材料 
1.1.1 ARWR: 橘 全 爪 螨 于 2005 年 采 目 中 国 农 


业 科学 院 柑 桔 研究 所 多 年 未 施用 药 宣 的 标 檬 上 , 后 
经 室内 不 接触 药剂 连续 饲养 至 今 , 视 为 相对 敏感 品 
系 。 橘 全 爪 螨 饲养 温度 为 25 + 1%C ， 相 对 湿度 为 
70% ~80% ,， 光 周期 14L: 10D, 
1.1.2 供 试 药剂 : 18 g/L IH A z&(abamectin ) FL 
油 , 华北 制药 集团 爱 诺 有 限 公司 生产 ; 200 g/L B 
里 灵 ( pyridaben) 可 湿性 粉剂 ,江苏 克 胜 集团 股份 有 
限 公司 生产 ; 200 g/L 9X PE ( amitraz) 乳油 ,江苏 
绿 利 来 股份 有 限 公 司 生 产 ; 500 g/L 2E Tm 
( fenbutatin oxide) 可 湿性 粉剂 , 浙江 华兴 化 学 农药 
有 限 公 司 生产 ; 400 g/L itii Fr ( propargite ) 乳油 、 
250 g/L 三 唑 锡 (azocyclotin) 可 湿性 粉剂 , 山东 省 招 
远 三 联 化 工厂 生产 ; 250 g/L T BK ( diafenthiuron ) 
可 湿性 粉剂 ,江苏 省 常 隆 化 工 有 限 公 司 生 产 ; 
990 g/L 矿物 油 (petroluem oil) 2,78, 韩国 SK 润滑 
油 株式 会 社 生产 ; 240 g/L VAR ( spirodiclofen ) 7 
浮 剂 , 拜耳 作物 科学 (中国 ) 有 限 公 司 生产 。 
1.2 f$ JT URS AED XE 

A HB ERRAR EFRR A EE (FAO, 
1980) 。 在 预备 试验 的 基础 上 , TES A TUR E R 
死亡 率 20% ~90% 范围 内 按 等 比 级 数 将 供 试 药 剂 
分 别 配 成 5 ~7 个 浓度 , 现 配 现 用 。 处 理 时 将 双 面 
Wiz: 89,3 cm K, 贴 在 载 玻 厂 的 一 端 , 用 细毛 笔 挑 
起 健康 内 成 螨 ,， 背部 贴 在 胶带 上 ,每 块 载 玻 族 60 
3k. 每 处 理 重复 5 次 , 共 300 35; KRK ATAN 
AZ. 轻 轻 摇动 s 后 取出 , 用 吸水 纸 吸 净 螨 体 
多 余 的 药 液 , TEE RTF, 15 min 后 放 和 人 光照 培 
养 箱 ( 温度 25 € LC ,相对 湿度 为 70%~80% , 光 周 
期 14L: 10D) , 24 h 后 在 双人 简 解 剖 镜 下 分 别 观察 死 、 
活 螨 数 ， 以 清水 处 理 为 对 照 。 
1.3 橘 全 爪 螨 双 甲 胀 扩 性 品系 选 育 

橘 全 爪 螨 双 甲 胀 抗 性 品系 从 敏感 品系 选 育 而 
Ko MEPR mA (F, ) 对 双 甲 胀 的 敏感 基线 ,然后 
以 杀 死 品系 7096 ~ 90 儿 左右 的 双 甲 胀 剂 量 处 理 成 
螨 ,， 记 录 存 活 数 量 ， 存 活 个 体 继续 饲养 和 药剂 汰 
选 ， 选择 压力 相近 ， 每 隔 2 代 测 定 一 次 LCs ( 方法 
同 1.2) ,观察 抗 性 增长 速度 。 
1.4 橘 全 爪 螨 抗 性 现实 遗传 力 估算 

按照 Tabashnik ( 1992 ) 方 法 估算 现实 遗传 力 ， 
h^ 2R/S, R 为 选择 反应 , 表示 筛选 子 代 与 筛选 前 整 
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个 亲 代 间 的 平均 表现 型 差异 , R — [1g( 2X LCs) -lg 
(8) LC4) ] /no n 为 选择 代数 ,5 为 选择 差异 , K 
示 筛 选 的 亲本 与 整个 亲本 代 间 的 平均 表现 型 差异 ， 
计算 公式 为 = ið, ，; 为 选择 强度 , i ~ 1.583 - 
0. 0193336P + 0. 0000428P + 3.65194/P(10 < P < 
80) , P =100 为 平均 校正 死亡 率 , 表现 型 标准 差 br 
是 筛选 过 程 中 第 一 代 和 最 后 一 代 毒 力 回 归 线 斜率 平 
均值 的 倒数 。 
1.5 橘 全 爪 螨 抗 性 风险 评估 

根据 R= | lg( 终 LCa) -lg( 初 LCso)j/n 可 
得 , R= lg (% LCso / VJ LCa) /n, 当 用 药剂 汰 选 产 
^E 10 售 抗 性 ( 即 终 LCso/ 初 LCso =10) 时 , 所 需 的 汰 
选 代 数 G =1g10/R 2 17R =1/(hS)。 可 根据 现实 
遗传 力 h^ 和 选择 差异 $ 预测 选择 强度 在 3006, 
4096 , 5096 , 60% , 70% , 8096 和 90% 的 条 件 下 , Hi 
性 增加 10 倍 所 需 的 代数 。 
1.6” 桶 全 爪 螨 双 甲 胀 抗 性 品系 交互 抗 性 测定 

分 别 测定 生产 常用 药剂 对 橘 全 爪 螨 双 甲 胀 抗 性 
品系 和 敏感 品系 的 毒 力 (方法 同 1.2) 。 两 次 测定 的 
LCs,f& 9596 置信 限 不 重 登 时 视 为 差异 显著 (Zhao 
and Grafius, ，1993 ) 。 
1.7 EMA P450 基因 差异 性 分 析 

P450 基因 信息 从 本 课题 橘 全 爪 螨 转 录 组 数据 
库 获 得 (Liu et al., 2011 ) 。 基 因 表 达 谱 文库 构建 参 
HR Wang 等 (2010 ) 的 方法 ， 采 用 TRIzol 试剂 盒 分 别 
提取 橘 全 爪 螨 双 甲 胀 抗 / 敏 品系 约 10 ng 总 RNA, 
经 质量 分 析 合 格 后 , HIPS Olige( dT) 的 磁 珠 富 集 
mRNA, [n] fg SI] mRNA 中 加 入 fragmentation buffer 
使 其 成 为 短片 段 , 再 以 片断 后 的 mRNA 为 模板 , 分 
别 合 成 cDNA 第 一 链 和 第 二 链 , 经 过 QiaQuick PCR 
试剂 盒 纯 化 并 加 EB 缓冲 液 洗 脱 经 末端 修复 、 加 碱 
AE A 和 测序 接头 ,回收 目的 大 小 帮 段 ,并 进行 PCR 
扩 增 ， 完 成 整个 文库 制备 工作 , 构建 好 的 文库 用 
Illumina HiSeq ”2000 进行 测序 。 测 序 仪 产生 的 原 

台 图 像 数 据 经 base calling 转化 为 序列 数据 ,去 除 杂 
质 后 得 到 clean reads， 使 用 短 reads 比 对 软件 
SOAPaligner/soap( Li et al., 2009) 将 clean reads 分 
别 比 对 到 参考 基因 组 和 参考 基因 序列 , 利用 唯一 比 
对 上 基因 的 reads 数目 和 比 对 上 参考 序列 的 总 reads 
数 来 计算 基因 表达 量 (reads per kb per million reads, 
RPKM ) ( Mortazavi et al., 2008) , 其 公式 为 : 
10°C 
NL/10* 
设 RPKM( A) HEN A 的 表达 量 , 则 C 为 唯一 





RPKM = 


比 对 到 基因 A 的 reads 数 , IN 为 唯一 比 对 到 参考 基 
因 的 总 reads 数 , L 为 基因 A 的 碱 基数 。RPKM 法 
能 消除 基因 长 度 和 测序 量 差 异 对 计算 基因 表达 的 影 
啊 ， 计 算得 到 的 基因 表达 量 可 直接 用 于 比较 不 同样 
品 间 的 基因 表达 差异 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

应 用 Abbott 公式 计算 校正 死亡 率 。 所 得 数据 
用 SAS(6.12) 统 计 软 件 计算 毒 力 回归 方程 ,致死 中 
浓度 LC; 及 其 95% 置信 和 度 以 及 相关 系数 等 参数 , 采 
用 卡 方 (x ) 检 验 毒 力 回归 方程 真实 性 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 橘 全 爪 螨 对 双 甲 腾 的 抗 性 选 育 

W EJNAR A ZR Le 1。 以 70% ~ 9096 
的 死亡 率 作 为 选择 压力 , 经 过 02 RMA, LC 
由 选 育 前 的 2.25 mg/L 上 升 到 59.19 mg/L, 抗 性 倍 
数 达 26.32。 橘 全 爪 螨 对 双 甲 胀 的 抗 性 发 展 具 有 先 
缓慢 后 迅速 上 升 的 特点 。 第 2 代 、4 代 和 6 代 抗 性 
倍数 分 别 为 1.40, 2.01 $13.56, 抗 性 增加 缓慢 , 之 
后 抗 性 增加 越 来 越 快 ,到 第 8 代 抗 性 倍数 达到 了 
6.16, 第 10 代 抗 性 倍数 达到 了 12.76, 第 12 代 抗 
性 迅速 上 升 , 抗 性 倍数 达到 了 26.32。 
2.2 橘 全 爪 螨 抗 药性 现实 遗传 力 的 估计 

根据 双 甲 胀 选 育 前 后 毒 力 测定 结果 、 毒 力 回归 
线 初 斜率 、 终 斜率 以 及 筛选 压力 计算 出 选择 啊 应 R 
为 0.116 , 选择 强度 i 为 0.980, 标准 差 56, 730. 816, 
选择 差异 5 为 0.800。 根 据 Tabashnik (1992) 估算 
抗 性 现实 遗传 力 的 方法 , 计算 出 橘 全 不 螨 对 双 甲 腾 
抗 性 现实 遗传 力 h 为 0.148, 表明 橘 全 爪 螨 对 双 甲 
腾 有 一 定 的 抗 性 风险 。 
2.3 ” 橘 全 爪 螨 抗 药 性 发 展 速率 预测 

根据 已 计算 出 的 现实 遗传 力 , 假定 选择 压力 分 
别 为 30% , 4096 , 5096 , 60% , 70% , 80% 和 9096 
的 条 件 下 , 对 橘 全 爪 螨 抗 药性 增加 10 倍 所 需 的 代 
数 进行 预测 (图 1) 。 橘 全 爪 螨 抗 药性 发 展 速度 随 双 
甲 胀 选择 压力 的 提高 而 加 快 ， 当 选择 压力 在 80% ~ 
9096 时 , 橘 全 爪 螨 抗 性 增加 10 倍 仅 需 9 ~11 代 。 
2.4 橘 全 爪 螨 双 甲 胀 抗 性 品系 交互 抗 性 分 析 

橘 全 爪 螨 不 同 品系 对 阿 维 菌 素 、 鼎 螨 特 和 苯 丁 
锡 等 8 种 药剂 的 敏感 性 测定 结果 见 表 2。 螺 螨 酯 、 
] BE. Buts ERI NES HUE LC, 4] 31] 23 8t 
感 品系 的 16.85, 4.98, 2.13 4002.05 4E, 表明 抗 双 
甲 胀 品 系 对 螺 螨 酯 、 丁 醚 脲 、 燃 螨 特 和 三 唑 锡 具 有 
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Table 1 Resistance selection of Panonychus citri to amitraz 


世代 回归 方程 卡 方 LCso(95% C. L. ) 相关 系数 抗 性 倍数 
Generation Regression equation Y ( mg/L) R Resistance ratio 

Fo Y 24.556 «41. 262X 1.859 2.25 (1.84 -2. 74) 0. 995 1 

F, Y 24. 454 +1. 099X 2.115 3.14 (2.51 -3.93) 0. 992 1.40 

F, Y 24.322 + 1. 034X 0.440 4.53 (3.53 - 5.81) 0. 998 2.01 

Fe Y 23.989 +1.119X 2.260 8.01 (6.37 -10.07) 0. 992 3.56 

Fs Y 23.596 41. 230X 0. 900 13.85 (10.91 - 17.57) 0. 998 6.16 

Fio Y 23.398 + 1. 099 X 0. 262 28.70 (22.01 -37.42 ) 0. 999 12. 76 

上 1> Y =2. 890 +1. 191X 0. 061 59. 19 (46.17 —75.89) 1.000 26.32 


抗 性 倍数 (RR) = 选 育 后 LCso 值 / 选 育 前 LCso fti, Resistance ratio = LCso after selection/LC;o before selection. 


40 明显 的 交互 抗 性 。 阿 维 菌 素 、 茶 丁 锡 、 哗 螨 灵 和 矿 
物 油 对 抗 性 品系 LC 分 别 为 敏感 品系 的 1. 10, 
1.21, 0.67 $10.99 fit, 表明 抗 双 甲 胀 品系 对 上 述 4 
种 药剂 不 存在 交互 抗 性 。 
2.5 HEU P450 基因 表达 差异 分 析 

通过 BLAST 搜索 比 对 , TE dS ETC Pe o ZH P 
鉴定 出 121 条 P450 基因 , 在 双 甲 胀 抗 / 敏 品系 中 选 
择 了 43 条 相似 度 较 高 的 进行 差异 性 分 析 ( E-value， 


UJ 
e 


抗 性 增加 10 倍 所 需 代 数 


Number of generations for 10-fold 
increase in resistance 
~N 
© 


m 
e 


0 
30 40 50 60 70 80 90 le-5) (3€ 3) , 抗 性 品系 中 有 16 条 P450 基因 发 生 了 
死亡 率 Mortality (96) 上 调 , 27 条 P450 基因 发 生 了 下 调 , 其 中 CYP38946 


图 1 橘 全 爪 里 在 不 同 选择 压力 下 对 双 甲 腾 的 抗 性 发 展 速 率 上 调 倍 数 最 高 [logratio ( RS/SS) 为 11. 526], 


Fig. 1 Development rate of resistance of Panonychus citri to 


CYP38942 下 调 倍 数 最 高 [logratio ( RS/SS ) 为 
-12.683 ] ,其 他 P450 基因 上 调 或 下 调 的 倍数 相对 
较 低 [ (2 < log,ratio( RS/SS) <2], 


amitraz under different selection pressures 


表 2 EJNAR EE RS AX 8 种 药剂 的 交互 抗 性 


Table 2 Cross-resistance of the amitraz-resistant strain of Panonychus citri to eight pesticides 


药剂 敏感 品系 LCso(95% C. L. ) (mg/L) ” 抗 性 品系 LCso (95%C. L. ) (mg/L) 抗 性 倍数 
Pesticides LCso of amitraz-susceptible strain LCso of amitraz-resistant strain Resistance ratio 
阿 维 菌 素 Abamectin 0.010 (0.002 -0.018) 0.011 (0.007 —0.014) 1.10 
Just Propargite 23.488 (18.986 —29.415) 49. 884 (31.540 —78. 899) 2.13* 
AE T 4j Fenbutatin oxide 47.828 (39.103 —58.566) 58.153 (37.428 — 75.924) 1.21 
T BER Diafenthiuron 6.147 (4.835 -7.953) 30. 478 (16.622 —55.883) 4.98 * 
DAWR Pyridaben 7.175 (5.492 —9.638) 4. 854 (3.730 —6. 569) 0.67 
螺 螨 酯 Spirodiclofen 5.672 (4.041 -8.130) 95.644 (67.710 —135.104) 16.85* 
=W Azocyclotin 5.851 (4.564 - 7.7732) 12.035 (8.293 - 17. 408) 2.05* 
矿物 油 Petroleum oil 152.261 (128.722 - 179.831) 152.167 (121.365 -201.92) 0.99 


“差异 显著 Significant difference. 测定 的 橘 全 爪 螨 双 甲 胀 抗 性 品系 和 敏感 品系 LCyo 值 的 95% "rei BRA GR ERST LA 25 5e b E. Two LCs values 
of the amitraz-resistant strain and the susceptible strain are considered to be significantly different if no overlap is found between their 95% confidence 


limits. 
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RI 橘 全 爪 螨 双 甲 胀 抗 性 和 敏感 品系 P450 基因 表达 差异 


Table 3 Expression difference in cytochrome P450 gene between amitraz-resistant and susceptible strains of Panonychus citri 











基因 地 址 基因 和 名称 敏感 品系 基因 表达 量 ，” 抗 性 品系 基因 表达 量 。 差异 表达 对 数 差异 性 检验 FDR 
Gene ID Gene name SS-RPKM RS-RPKM log, ratio( RS/SS) P-value 
Unigene22268 All CYP38946 0. 001 2.950 11.526 0. 245 0. 704 
Unigenel2466 All CYP39242 39. 992 159. 475 1.996 0 0 
Unigene8588, AII CYP365 C4 86.729 134. 440 0. 632 0.016 0.196 
Unigene7720, All CYP388B1 18. 304 26. 830 0. 552 0. 069 0.414 
Unigene8409  AII CYP314A2 11.228 14.752 0.394 0.213 0.690 
Unigenel4234_All CYP365 C6 32.058 39.033 0. 284 0.170 0. 624 
Unigene25303 All CYP385 C3 31.726 36. 629 0. 207 0. 460 0. 864 
Unigenel7307 All CYP365 C5 18. 527 21.265 0. 199 0. 584 0. 876 
Unigenel5991 AII CYP386B1 27.012 30. 602 0.180 0.487 0.877 
Unigene8020. AII CYP365B1 7.991 8. 767 0. 134 0.745 0.919 
Unigene32052 All CYP39246 6.481 7.069 0. 125 0. 824 0.951 
Unigene9839 All CYP386A2 28.456 30. 678 0. 108 0.765 0. 930 
Unigene20374 All CYP365 C2 17.666 18.976 0. 103 0.769 0. 934 
Unigenel6122 All CYP381A2 41.236 42.972 0. 059 0. 807 0. 948 
Unigenel4677 All CYP392B1 26.360 27.145 0. 042 0. 820 0. 952 
Unigene4746_All CYP38944 4. 365 4.421 0.018 0. 984 1. 032 
Unigenel4294 AII CYP389B1 16.760 16.166 — 0.052 0. 872 0.977 
Unigene400 . AII CYP392A1 32.167 30. 807 — 0. 062 0. 774 0. 929 
Unigenel6387 All CYP392E2 32.033 28.604 — 0.163 0.456 0. 859 
Unigenel2944 AII CYP307A1 57.856 51.491 — 0.168 0.196 0. 661 
Unigene4027. AII CYP391A1 314. 830 275.705 — 0.191 0.018 0.210 
Unigene7046. AII CYP365Cl 51.429 44. 087 — 0.222 0.096 0.498 
Unigene481, AII CYP4CI2 2.463 2.079 — 0.245 0.792 0.941 
Unigenel4772 All CYP392F1 39.245 33.121 — 0.245 0.146 0.571 
Unigenel2419 AII CYP3894A5 10. 708 8. 873 -0.271 0.685 0. 902 
UnigeneS774_All CYP381A1 19. 996 16. 201 — 0. 304 0.446 0. 848 
Unigene2698  AII CYP384A1 127. 897 98.045 — 0. 383 0. 003 0. 062 
Unigene12806_All CYP392A5 42. 662 32. 404 — 0. 397 0.116 0.541 
Unigene3279 All CYP38442 351.989 266.411 — 0.402 0 0. 003 
Unigene9228. All CYP39247 10. 424 7.850 — 0.409 0.249 0. 699 
Unigene3795_All CYP389C1 18. 333 13.616 — 0.429 0.195 0. 661 
Unigenel4605 AII CYP386A1 6.098 4.117 — 0.567 0. 399 0. 813 
Unigenel8305 AII CYP389A3 15. 930 10. 755 — 0.567 0.470 0. 860 
Unigene3001. AII CYP382A1 6.712 4.532 — 0.567 0.470 0. 862 
Unigenel4035 AII CYP392A4 159. 907 104. 731 — 0.611 0 0 
Unigene4854. AII CYP389A1 3.606 2.191 -0.719 0. 520 0. 832 
Unigenel8640 AII CYP388A1 4.207 2. 396 — 0.812 0.179 0. 633 
Unigene4449 AI] CYP39243 666. 345 373.831 — 0. 834 0 0 
Unigenel7099 AII CYP390C1 8. 306 4.529 — 0.875 0.199 0. 665 
Unigene19977 All CYP307A2 2.163 1. 095 — 0. 982 0. 634 0. 888 
Unigenel0386 AII CYP302A1 9.552 4. 397 -1.119 0.151 0. 582 
Unigene31979_All CYP385A1 4.7766 1.810 -1.397 0. 152 0. 584 
Unigene29486_All CYP38942 6.576 0. 001 — 12.683 0. 065 0. 406 





RS: 抗 性 品系 Resistant strain; SS: 敏感 品系 Susceptible strain. 基因 表达 量 的 计算 使 用 RPKM ( reads per kb per million reads) 法， 计算 公式 为 : 
RPKM = 109 C/( NLAO! ) , C 为 唯一 比 对 到 Unigene A 的 reads Zt, N 为 唯一 比 对 到 所 有 Unigene 的 总 reads Zt, L 7j Unigene A 的 碱 基数 。The 
calculation of Unigene expression uses RPKM (reads per kb per million reads) method, the formula is shown as; RPKM = 109 C/( NL/10?) , where C 
is the number of reads that are uniquely aligned to Unigene A, N is the total number of reads that are uniquely aligned to all Unigenes, and L is the 


number of bases on Unigene A. 
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3 讨论 


双 甲 腾 抗 性 报道 主要 集中 在 动物 外 寄生 忠 
(Jonsson and Hope, 2007; Rosado-Aguilar et al., 
2008) , MAKII X A P PREDLPERJ SERHRAP S Bi 
春 等 (2008 ) 3E 1:38] E PCIE TS K Ae TU DU PE Mi 
测 发 现 , 2005 年 , 北碚 品系 相对 抗 性 倍数 达 15. 03 
fü, 忠 县 品系 达 10. 12 fii; 2006 4E, 抗 性 倍数 有 所 
FEE, 北碚 品系 相对 抗 性 倍数 为 5.50 f, 忠 县 品系 
为 5.09 倍 。 从 两 年 的 测定 结果 可 以 看 出 ,北碚 品 
系 和 忠 县 品系 对 双 甲 胀 的 相对 抗 性 均 高 于 5 fü. d 
PIRX F PRE AIRE. MEFUN HE BK 
使 用 量 的 增加 , 其 抗 性 会 越 来 越 普遍 ， 同 时 也 会 越 
来 越 严 重 , 因此 , 在 柑橘 害 里 防治 过 程 中 有 必要 引 
起 重视 。 

通过 抗 性 选 育 获得 抗 性 品系 , 进而 进行 抗 性 风 
险 和 交互 抗 性 研究 是 为 抗 性 治理 提供 理论 依据 的 重 
要 途径 。 使 用 双 甲 胀 对 橘 全 爪 螨 进 行 抗 性 选 育 研究 
的 学 者 较 少 。Inoue(1984) 从 田间 采集 的 橘 全 爪 螨 ， 
通过 20 次 室内 选 育 后 , 抗 性 提高 了 158 fü. AD 
究 使 用 双 甲 胀 对 橘 全 爪 螨 进行 12 代 抗 性 选 育 ， 
LC 由 选 育 前 的 2.25 mg/L 上 升 到 59.19 mg/L, 抗 
性 倍数 上 升 至 26. 32, 达到 了 中 等 水 平 的 抗 性 。 在 
此 基础 上 进行 的 抗 性 风险 评估 分 析 表 明 , 橘 全 爪 螨 
对 双 甲 胀 的 抗 性 遗传 力 为 0. 141, 低 于 其 他 叶 螨 对 
杀 里 剂 的 现实 遗传 力 ( 何 林 等 , 2002) 。 进 一 步 分 析 
AJ, 在 80% ~90% 选择 压力 下 , 橘 全 爪 螨 抗 性 上 
升 10 倍 需 要 9 ~11 代 , 尽管 抗 性 上 升 的 速度 不 是 很 
快 , 但 橘 全 爪 螨 对 双 甲 胀 的 抗 性 发 展 具 有 先 缓慢 后 
迅速 上 升 的 特点 , 随 着 选 育 代 数 的 进一步 增加 , 橘 全 
爪 晓 仍 然 具 有 对 双 甲 胀 产生 高 水 平 抗 性 的 风险 。 

交互 抗 性 是 杀 螨 剂 使 用 过 程 中 经 常 遇 到 的 问 
题 ， 杀 螨 剂 使 用 不 当 会 直接 影响 药 宣 防治 和 抗 性 治 
理 效 采 。 因 此 , 弄 清 交 互 抗 性 谱 是 合理 用 药 以 及 进 
行 抗 性 治理 的 前 提 和 基础 。 据 Shen (1999 ) 室内 人 研 
TRAH, AE Tetranychus viennensis 抗 氧 乐 果 品 
系 对 久 效 克 、 水 胺 硫 克 有 交互 抗 性 ; DU BUS Bam 
RIMARK SMAR RK BR U.7^ 7E T 56 EL DLTE 
X PRIE m 38 DL 9398 E m ARCU] EMBA AP f] 
程度 的 抗 性 。Sato $ (2004, 2005) 研究 二 斑 叶 螨 
Tetranychus urticae 的 交互 抗 性 发 现 , 唑 螨 酯 抗 性 品 
RATBAD RR RRA RR MERR 
KI, FRA SAHESA 53.1, 


4.64, 1.16, 1.18, 1.24, 0.79, 0. 80 $110. 84 倍 ， 
XS] AS R ARRA EREHE, HG UR HUS. 
KRR MERR AKI PAR Sm 
有 交互 抗 性 ; PE IA I HAE E R DLE m ZO AE XI 
有 了 明显 交互 抗 性 。Hu 等 (2010 ) 在 抗 性 监测 时 人 发 
现 ， 螺 螨 酯 对 螺 虫 乙 酯 具有 交互 抗 性 。 本 研究 结果 
表明 , WESS. T EK. BUS RUNI UE PS DUEE m 
BS LC 32g sie m ZR 16.85, 4.98, 2.13 和 
2.05 fii, RHN EP DUE m ROGER IUS AR J BEK 
RRA — R A Hj] Sj HS) HDE; OF nf 28 PRI 
ZR. CR Wa. BARCOS DU LCa 分 别 为 敏感 品系 
的 1.10, 1.21, 0.67 和 0.99 f, 没有 显著 的 交互 
抗 性 。 因 此 , 双 甲 腾 与 阿 维 菌 素 、 茶 丁 锡 、 哗 螨 灵 
和 矿物 油轮 用 可 能 是 治理 橘 全 爪 螨 抗 性 的 有 效 措施 
和 途径 ; MAA ERIT. EI Ea. WAS a A 
矿物 油 自 身 的 抗 性 状况 。 

P450 基因 表达 量 增 加 是 导致 杀 虫 剂 抗 性 的 重 
要 原因 (Muller et al., 2008; Karunker et al., 2009; 
Wondji et al., 2009; Puinean et al., 2010; Zhu et al., 
2010) ,. KR EEA 3 4 JT DC. DU PE RU BUS 
品系 基因 差异 性 分 析 发 现 , 抗 性 品系 中 所 有 P450 
基因 表达 量 都 发 生 了 不 同 程度 的 变化 ，CIJP38946 
和 CYP38942 分 别 是 上 调和 下 调 倍 数 最 高 的 两 个 
P450 基因 ,由 此 推断 , 橘 全 爪 螨 抗 性 产生 可 能 是 一 
个 比较 复杂 的 过 程 ， 而 CYP389A6 上 调和 
CYP389A2 下 调 可 能 是 橘 全 爪 螨 对 双 甲 胀 产生 抗 性 
的 重要 原因 , 但 有 竺 进行 进一步 功能 验证 。 
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